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Περίληψη:
Το κεραμίδια, είναι ένα σψιγγολιπίόιο, το οποίο χαρακτηρίζεται από την 
ρυθμιστική του ικανότητα, κατά την αύξηση, την ανάπτυξη, τη διαφοροποίηση, 
αλλά και τον κυτταρικό θάνατο. Η ταυτότητά του ως ρυθμιστής του κυτταρικού 
θανάτου και συγκεκριμένα της αυτοφαγίας, βοήθησε στην ανάπτυξη της 
θεωρίας, ότι το κεραμίδα αναμειγνύεται στο μηχανισμό του κυτταρικού 
θανάτου που επάγεται από εκκρινόμενους από διεγερμένα μικρογλοιακά 
κύτταρα, παράγοντες. Οι παράγοντες αυτοί προκαλούν εξειδικευμένα τον 
θάνατο των καρκινικών αστροκυττάρων (γλοκυματικά κύτταρα), αλλά όχι και 
των υγιών. Η μελέτη της θεωρίας αυτής οδήγησε στο συμπέρασμα, ότι όντως τα 
επίπεδα του κεραμιδιού, αυξάνονται κατά τη θεραπεία των γλοιωματικών 
κυττάρων με το υπερκείμενο των διεγερμένων μικρογλοιακών κυττάρων (SN). 
Επιπροσθέτως αποδείχτηκε ότι η αύξηση αυτή προκαλείται, μέσω του 
μονοπατιού παραγωγής του κεραμιδίου από τη σφιγγομυελίνη, με τη βοήθεια 
των ενζύμων nSMase και aSMase. Η γνώση αυτή ανοίγει τον δρόμο για την 
επέκταση της έρευνας στη ταυτοποίηση των παραγόντων που εκκρίνονται από 
τα μικρογλοιακά κύτταρα, οι οποίοι έχουν την ικανότητα να προάγουν τον 
κυτταρικό θάνατο στα καρκινυτά κύτταρα.
Abstract:
Ceramide is a sphingosine based molecule, which is known as a common regulator 
for many biological processes, like cellular differentiation, proliferation and cell 
death. Between these processes is also autophagy, a process that is proved to be 
involved in the glioma cell death pathway, which is caused from the super neaten 
(SN) from stimulated microglia. This fact lead to the theory that maybe ceramide 
participates in the pathway of microglia induced cell death. The study of this theory 
proved that indeed, the levels of ceramide are increased, during the treatment with 
the SN. This increase is the result of the activity of two enzymes, nSMase and aSMase. 
This knowledge can lead to the identification of the factors, which induce glioma cell 
death, after they are secreted by stimulated microglia.
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Εισαγωγή:
Το γλοίωμα είναι ένας από τους πιο συνήθεις και επικίνδυνους καρκίνους του 
εγκεφάλου. Με τον όρο γλοίωμα συνήθως αναφερόμαστε στο αστροκύττωμα 
(καρκινικά αστροκύτταρα), το οποίο είναι πιο γνωστό και αποτελεί την πιο 
συχνή μορφή καρκίνου του εγκεφάλου. Το γλοίωμα χαρακτηρίζεται από υψηλή 
διεισδυτικότητα, επιθετικότητα, αλλά και νευρολογική καταστροφή [11,12],
Τα αστροκύτταρα, τα ολιγοδενδροκύτταρα, καθώς και τα μικρογλοίακά 
κύτταρα, ανήκουν στη κατηγορία των γλοιακών κυττάρων και συναντώνται στο 
εγκέφαλο, μαζί με τα νευρικά κύτταρα. (Εικόνα 1)
Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.
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Εικόνα 1. Τα γλοιακά κύτταρα 
(αστροκύττα, μικρογλοιακάκύττα 
ρα, ολιγοδενδροκύτταρα): Στην
εικόνα φαίνεται η θέση και η 
μορφολογία τους.
Το γλοιακά κύτταρα χαρακτηρίζονται από τις δομικές και λειτουργικές τους 
ικανότητες, πιο συγκεκριμένα:
1. Αστοοκύτταοα: Ο κύριος ρόλος των αστροκυττάρων οφείλεται στη θέση 
πολλών από αυτά στον αιματο-εγκεφαλικό φραγμό, όπου έρχονται σε επαφή με 
αντιγόνα που κυκλοφορούν στον οργανισμό και ενεργοποιούν την ανοσολογική 
απόκριση στον εγκέφαλο, δρώντας ως αντιγωνο-παρουσιαστικά κύτταρα. Τα 
αστροκύτταρα επίσης, ευθύνονται για την παραγωγή ανοσοκατασταλτικών 
ουσιών, νευροτροφικών παραγόντων, αλλά και διαφόρων κυτοκινών, κατά την 
ανοσολογική απόκριση [1, 2].
2. Ολιγοδενδροκύτταρα: Ο ρόλος των ολιγοδενδροκυττάρων, περιορίζεται στη 
προστασία των νευροαξόνων, τους οποίους περιβάλλουν, εφόσον στον εγκέφαλο 
δεν υπάρχουν κύτταρα schwann. Τα ολιγοδενδροκύτταρα, προστατεύουν τους 
άξονες των νευρικών κυττάρων παράγοντας ένα στρώμα μυέλινης, γύρο από 
αυτά.
5
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:07:02 EET - 137.108.70.7
3. Μικρογλοιακά κύτταρα: Τα μικρογλοιακά κύτταρα είναι γνωστά και ως τα 
φαγοκύτταρα του εγκεφάλου, εφόσον έχουν την ικανότητα να φαγο- 
κυτταρώνουν και να παρουσιάζουν αντιγόνα στην κυτταρική τους μεμβράνη. Η 
δράση τους είναι νευροτοξική, αλλά και νευροτροφική. Οι νευροτοξικές τους 
λειτουργίες σχετίζονται με την έναρξη της φλεγμονώδους αντίδρασης και την 
καταστροφή των νευρώνων κατά την διάρκεια της. Οι νευροτροφικές λειτουργίες 
τους, από την άλλη, έχουν να κάνουν με την παραγωγή κυτοκινών με μιτογόνο 
δράση (ιντερλευκίνες: IL1, 6, 10), ανοσοκατασταλτικών ουσιών, αγγειογενετικών 
ουσιών, αλλά και αυξητικών παραγόντων, όπως pFGF (Fibroblast Growth Factors 
β), TGF-β (Transforming Growth Factors-β), αλλά και TNFa (Tumor Necrosis 
Factor-a). Η δράση τους ως φαγοκύτταρα ενεργοποιείται σε περίπτωση μόλυνσης 
η και καρκινογένεσης, και καταστέλλεται από την παραγωγή 
ανοσοκατασταλτικών ουσιών από τα ίδια τα μικρογλοιακά κύτταρα ή και από τα 
αστροκύτταρα [4].
Τα μικρογλοιακά κύτταρα, έχει παρατηρηθεί ότι συγκεντρώνονται γύρω από 
το γλοίωμα και πολλές φορές οδηγούν στην απόρριψη του όγκου. Το ποσοστό 
αυτής τους της συγκέντρωσης, εξαρτάται από το πόσο επιθετικός είναι ο 
καρκίνος, τον οποίο αντιμετωπίζουν [4, 9, 10]. Στα γλοιώματα που προέρχονται 
από αστροκύτταρα (τα οποία στο εξής θα τα αποκαλούμε απλώς γλοιώματα) 
όμως, παρατηρήθηκε ότι τα μικρογλοιακά κύτταρα, αν και ήταν συγκεντρωμένα 
σε μεγάλους αριθμούς γύρο από το γλοίωμα, ήταν σε καταστολή και δεν 
ενεργοποιούσαν την ανοσολογυτή απάντηση. Η περαιτέρω έρευνα του 
φαινομένου αυτού απέδειξε ότι, κυτοκίνες που παράγονται από το γλοίωμα 
απενεργοποιούν τα μικρογλοιακά κύτταρα και επιπροσθέτως προάγουν την 
νευροτροφική τους λειτουργία. Η δράση αυτή των μικρογλοιακών κυττάρων, 
λειτουργεί προς όφελος της καρκινικής ανάπτυξης [4, 9,10]. Ο μηχανισμός αυτού 
του φαινομένου παραμένει ακόμα αδιευκρίνιστος, αλλά οι μελέτες, έχουν 
επεκταθεί και στη διερεύνηση μεθόδων ενεργοποίησης των κατασταλμένων 
μικρογλοιακών κυττάρων.
Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι η θεραπεία των μικρογλοιακών κυττάρων 
με LPS (λιποπολυσακχαρίτες) και IFN-γ (ιντερφερόνη-γ), τα διεγείρει με 
αποτέλεσμα την παραγωγή ουσιών που προκαλούν εξειδικευμένα των θάνατο 
των γλοιωματικών κυττάρων. Οι ουσίες αυτές εντοπίζονται στο υπερκείμενο των 
διεγερμένων μικρογλοιακών κυττάρων (SN), το οποίο χρησιμοποιήθηκε στα 
πειράματα για την θεραπεία σε καρκινικά, αλλά και φυσιολογικά αστροκύτταρα.
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τοξικότητα του SN (Εικόνα 26), με μόνη εξαίρεση τη μικρή βελτίωση που 
παρατηρείται για τα κύτταρα ΜΤ (Εικόνα 26 Β), κατά την επώαση σε SNL4x. Η 
μικρή αυτή προστασία αποδεικνύει ότι το ένζυμο συνθάση του κεραμιδιού δεν 
ευθύνεται για την αύξηση του κεραμιδίου, κατά την θεραπεία με το SN, παρά 
μόνο σε ένα πολύ μικρό ποσοστό.
Η πειραματική διαδικασία, συνεχιστικέ με τη χρήση του καταστολέα του 
ενζύμου παλμιτοϊλο-τρανσφεράση της σερίνης, της de novo σύνθεσης. Ο 
καταστολέας αυτός, ονομάζεται Myriocin και η χρήση του έγινε στις κυτταρικές 
σειρές SMA και ΜΤ, με χρόνο επώασης σε medium 5%, SNL4x και SNLI, 3 και 4 
24ώρα.
A
Β
■ De Novo σύνθεση: Myriocin
S\L4 Ημέρα 3
ΜΤ Ημέρα 4
Τοξικότητα
Π ΓΟ-ΡΧΟ+
® Έλ/,εψμa Da a
Med SNL4X SNLI
Εικόνα 27. Τα αποτελέσματα της καταστολής της de novo σύνθεσης του κεραμιδίου, 
με τον καταστολέα Myriocin, σε συγκεντρώσεις 1, 10, ΙΟΟηΜ: SMA (Α) και ΜΤ (Β) 
κύτταρα, επωάσθηκαν σε medium 5%, SNL4x και SNLI, για χρονικό διάστημα 3 και 4 
24ώρων, αντίστοιχα.
Ο καταστολέας παρουσιάζει χαμηλή τοξικότητα, αλλά δε προστατεύει 
καθόλου τα κύτταρα από την τοξικότητα του SN (Εικόνα 27), επομένως ούτε το 
ένζυμο παλμιτοϊλο-τρανσφεράση της σερίνης δεν παίζει κανένα ρόλο στο 
μονοπάτι κυτταρικού θανάτου που επάγεται από τα SN.
Σύμφωνα με την εικόνα 15 (σελίδα 23) και αφού τα δύο κύρια ένζυμα της de 
novo σύνθεσης, δε παίζουν κύριο ρόλο στο μονοπάτι του κυτταρικού θανάτου
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κύτταρα που δεν αντιδρούν, όσο γρήγορα αντιδρούν τα SMA. Παρόλα τα 
προβλήματα παρατηρήθηκε μία μικρή προστατευτική δράση, η οποία θα 
μπορούσε να θεωρηθεί αμελητέα. Η μεγάλη τοξικότητα του καταστολέα, σε 
συνδυασμό με τον μικρό χρόνο επώασης όμως, αφήνει ένα ενδεχόμενο τα 
αποτελέσματα να μην είναι ακριβή.
Το ένζυμο nSMase, από την άλλη, προσφέρει μία επιλογή από πολλούς 
καταστολείς. Ο πρώτος καταστολές που δοκιμάσθηκε ήταν ο GW4869, ο οποίος 
παρουσίασε μεγάλη τοξικότητα και έτσι περιόρισε τα αποτελέσματα μόνο στη 
κυτταρική σειρά SMA και στο χρόνο επώασης της μίας ημέρας, μετά από 
θεραπεία με medium 5%, SNo, SNL4x, SNLI και SNL4x+I, σε δύο διαφορετικά 
πειράματα.
« Ν SMase καταστολή: GW4869
Β
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Εικόνα 29. Τα αποτελέσματα της καταστολής της nSMase από το GW4869: Το 
πείραμα για λόγους μεγάλης τοξικότητας, περιορίστηκε στα κύτταρα SMA, με 
επώαση σε medium 5%, SNo και τα SNL4x, SNL4x+I, SNLI, για ένα 24ώρο, σε δύο 
διαφορετικά πειράματα. Στο πρώτο (Α) και στο δεύτερο πείραμα (Β), παρατηρούμε 
αύξηση των ζωντανών κύτταρων, στο SNL4x+I.
Παρατηρείται μικρή αύξηση των ζωντανών και ελάττωση των νεκρών 
κυττάρων, κατά τη χρήση του καταστολέα σε συνδυασμό με το SNLI, στο πρώτο 
πείραμα (Εικόνα 29. Α). Κάτι ανάλογο φαίνεται και στο δεύτερο πείραμα (Εικόνα
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29. Β), όπου παρατηρούμε μία μικρή αύξηση των ζωντανών κύτταρων, κατά την 
επώαση με το SNL4x+I. Τα αποτελέσματα αυτά, αν καί δεν είναι ιδανικά, δίνουν 
ενδείξεις ότι το ένζυμο nSMase παίζει κάποιο ρόλο στην επαγωγή της αύξησης 
του κεραμιδιού, από το SN. Για αυτό ακριβώς τον λόγο, τα πειράματα 
συνεχίστηκαν και με άλλους καταστολείς. Ο επόμενος καταστολέας που 
χρησιμοποιήθηκε, ήταν ο 3-0 methylsphingomyelin (MEM), ο οποίος αν και δεν 
ήταν τοξικός δε λειτούργησε προστατευτικά για τα κύτταρά SMA και ΜΤ. Στην 
εικόνα 30 παρουσιάζονται επιλεκτικά τα αποτελέσματα του ΜΕΜ (10 μΜ), σε 
medium 5% και SNLI, για τα κύτταρα SMA και ΜΤ, με χρόνους επώασης 3 και 4 
24ώρα, αντίστοιχα. Οφθαλμοφανής είναι η παντελής έλλειψη προστασίας από 
την τοξικότητα του SNLI.
* Ν SMase καταστολή: 3 0- Methvlsp hvngomvelin (MEM)
c TO-PRO*
Τοξικότητα 1
Τοξικότητα
Εικόνα 30. Τα αποτελέσματα της καταστολής της nSMase, από το ΜΕΜ: 
Παρατηρείται παντελής έλλειψη προστασίας, από την τοξικότητα του SNLI, για τα 
κύτταρα SMA και ΜΤ, με επώαση σε medium και SNLI, με χρόνο επώασης 3 και 4 
24ώρα, αντίστοιχα.
Ακολούθησε η δοκιμή του καταστολέα NAC, ο οποίος δρα έμμεσα μέσω της 
αύξησης της γλουταθειόνης, που καταστέλλει τη δράση της nSMase. Ο 
καταστολέας αυτός έδωσε τα επιθυμητά αποτελέσματα, προστατεύοντας από τα 
SNLI και SNL4x σε ποσοστό σχεδόν 100% για τα κύτταρα SMA και λίγο λιγότερο 
για τα κύτταρα ΜΤ, προφανώς εξαιτίας της αργής αντίδρασης που τα 
χαρακτηρίζει. Τα πειράματα επαληθεύτηκαν δύο φορές και παρουσιάζονται στις
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εικόνες 31 και 32 . Η τοξικότητα μειώνεται κατά πολύ (Εικόνα 31. Α), στα SMA 
και την ίδια στιγμή μειώνονται και τα οξικά κυστίδια (Εικόνα 31. Β).
Ν SMase καταστολή: NAC
Τοξικότητα
Ο IO-PRO+
β Έ)1εψμα Due
Med SNL4x SNU
Οξικά Κυστίδια
□ Ζωντανά Κύτταρα
□ Xεκρά Κύτταρα
2.5- 
2-
1.5- 
1 -
05-
0-
Metf SNL4X SNLI
Εικόνα 31. Τα αποτελέσματα της καταστολής της nSMase, από τον καταστολέα 
NAC σε κύτταρα SMA, μετά από επώαση τριών 24ώρων: Παρατηρείται μεγάλη 
προστασία από το SNL4x και από το SNLI. Η προστατευτική δράση φαίνεται και 
στην ελάττωση της τοξικότητας (Α), αλλά και στη μείωση τον αριθμού των οξικών 
κυστιδίων (Β).
Ακόμα και στα ΜΤ κύτταρα, όπου η ελάττωση της τοξικότητας είναι μικρότερη 
(Εικόνα 32. Α) και η μείωση στα οξικά κυστίδια δεν είναι τόσο προφανής (Εικόνα 
32. Β), η προστασία που προσφέρει ο καταστολέας NAC είναι εντυπωσιακή.
Τα τελευταία αποτελέσματα κατευθύνουν το ενδιαφέρον προς το ένζυμο 
nSMase, αλλά ο ρόλος που παίζουν τα ένζυμα SMase δεν έχει επιβεβαιωθεί 
πλήρως. Και αυτό οφείλεται στο ότι δεν βρέθηκε ένας άμεσος καταστολέας για 
τα δύο ένζυμά, καθιστώντας τα αποτελέσματα, αναξιόπιστα.
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N SMase καταστολή : NAC
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Εικόνα 32. Τα αποτελέσματα της καταστολής της nSMase από τον καταστολέα 
NAC σε κύτταρα ΜΤ, μετά από επώαση 4 24ώρων: Παρατηρείται προστασία από το 
SNL4x και από το SNLI. Η προστατευτική δράση φαίνεται στην ελάττωση της 
τοξικότητας (Α) και στη μείωση τον αριθμού των οξικών κνστιδίων (Β).
Γιοι παράδειγμα η δράση του καταστολέα NAC στη καταστολή του οξειδωτικού 
stress (Αντίδραση 3), θα μπορούσε να οφείλεται και η επιβίωση των κυττάρων.
GSH
NAC
ROS
GSSG
(3)
Για να διευκρίνιση της δράσεις αυτών των δύο ενζύμων, έγινε προσδιορισμός 
της ενεργότητας τους, κατά την επώαση με τα SN των διεγερμένων 
μικρογλοιακών κυττάρων.
5. Προσδιορισμός της ενεργής σφιγγομυελινάσης.
Ο προσδιορισμός της ενεργότητας των SMase, έγινε με τη βοήθεια μιας απλής 
μεθόδου Amplex Red SMAse Assay Kit, η οποία εφαρμόσθηκε δύο φορές, μία για 
κάθε SMase. Η τεχνική Amplex Red SMAse Assay Kit, εφαρμόστηκε σε 
εκχυλίσματα ΜΤ και SMA κυττάρων, τα οποία επωάστηκαν σε medium 5%, SNLI, 
SNL4x και SNL+I, σε χρόνο 1-3 24ώρα. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η 
ανάλυση των δειγμάτων με τη βοήθεια της φθορίσμομετρίας, κατά την οποία
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παρατηρήθηκε ότι η δραστικότητα των ένζυμων έμεινε σταθερή, μετά από χρόνο 
επώασης 45 Λεπτών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στις εικόνες 33 και 34. Τη 
δεύτερη ημέρα δεν παρατηρήθηκε φθορισμός, εξαιτίας φθοράς των δειγμάτων 
μετά την εκχείλιση των κυττάρων.
Στη δοκιμή του ένζυμου nSMase, παρατηρήθηκε μικρή ενεργότητα του ένζυμου 
τη πρώτη ημέρα, η οποία παραμένει σταθερή σε όλες τις συνθήκες για τα 
κύτταρα ΜΤ (Εικόνα 33. Α), αλλά φαίνεται να ελαττώνεται στις συνθήκες των 
SN, στα κύτταρα SMA (Εικόνα 33. Β). Το φαινόμενο αυτό πιθανώς, οφείλεται 
στην ελάττωση του ρυθμού πολλάπλασιασμού των κυττάρων, η οποία 
παρατηρείται την πρώτη ημέρα εφαρμογής της θεραπείας με το SN στα κύτταρα 
SMA (Εικόνα 17. Β1).
□ Ημέρα 1
□ Ημέρα 3
Ν SMase
450 
400
ι m
I 300
!250 
r 200 
1 150 
* 100 
50 
ο
A) ΜΤ κύτταρα, την 1 & 3 ημέρα. Β) SMA κύτταρα, την 1 & 3 ημέρα.
Εικόνα 33. Τεχνική Amplex Red SMAse Assay Kit, για τον προσδιορισμό της 
ενεργότητας της n SMase: Απεικονίζονται τα αποτελέσματα της φθορισμομετρίας, 
μετά από επώαση 45 λεπτών, για τα κύτταρα ΜΤ (Α) και SMA (Β).
Η ενεργότητα του ενζύμου, φαίνεται να πολλαπλασιάζεται και στις συνθήκες 
medium 5%, SNLI, SNL4x και SNL4x+I, κατά αύξοντα σειρά, την τρίτη ημέρα 
επώασης. Παρατηρείται ότι δεν υπάρχει φθορισμός στη συνθήκη SNLI, στα 
κύτταρα SMA, για τη τρίτη ημέρα επώασης (Εικόνα 33 Β), φαινόμενο που 
οφείλεται σε πιθανή καταστροφή του δείγματος κατά την διαδικασία της 
εκχύλισης.
Οι ίδιες περίπου παρατηρήσεις, ισχύουν και για τα αποτελέσματα της 
ενεργότητας του ενζύμου aSMase (Εικόνα 34). Παρατηρείται μία μικρή 
ενεργότητα του ενζύμου τη πρώτη ημέρα, η οποία φαίνεται μεγαλύτερη στη 
συνθήκη με το medium 5%, στα κύτταρα ΜΤ και SMA.
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